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OZET

METFORMININ, SICANLARDAN ELDE EDILMIi$ VE LIPOPOLISAKKARID
ILE INDUKLENEN MONOSITLERDE TNF-a SALINIMINA ETKILERI

EMRE GEDIKLI
Yiiksek Lisans Tezi, Farmakoloji Anabilim Dali
Danigsman: Prof. Dr. A. SERDAR SOYDAN
2012, 40 sayfa

Immiin sistem yanitinin bir sonucu olan inflamasyon, pek ¢ok hastalikta ortaya ¢ikan bir
tablodur (ateroskleroz, hipertansiyon, diyabet, kanser, romatoid artrit gibi). Diyabet
tedavisinde kullanilan metforminin, kan sekerini diizenleyici etkisinden bagimsiz
olarak, antiinflamatuvar etkisininde oldugu bulunmustur. Ancak etki mekanizmasi tam
olarak ac¢iklanamamustir. Bu ¢alismada, metforminin, lipopolisakkarid (LPS) ile inkiibe
edilmis sigan monositlerinden proinflamatuvar sitokinler olan TNF-a ve IL-6 sentez ve
salinimi tizerindeki etkisi arastirildi.

Erkek 8-12 haftalik saglikli siganlardan (n=5, 200-250 g), genel anestezi (Xylazin
3 mg/kg + Ketamin 90 mg/kg) altinda kardiyak puncture yontemiyle 5 ml kan alind1 ve
steril EDTA’l1 tliplere konuldu. Santrifuj (ficoll 3ml, 400xg, 30dk) yardimiyla
mononiikleer hiicreler ayristirildi. Hiicreler RPMI 1640 media ile sulandirildi
(3.3i0.2x105/m1). Hiicreler 6nce metformin (2.5 uM, 25 uM, 250 uM) ile 2,5 saat
inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda LPS (100 ng/ml, 1ug/ml) eklenerek 5 saat daha
inkiibe edildi. Daha sonra santrifuj (400xg, 20dk.) yapildi, siipernatantlar -80°C’de,
ELISA yontemi ile TNF-a ve IL-6 diizeyleri 6lgiilene kadar saklandi.

Hiicrelerin deneyler sonunda canlilik oranlart %98’in iizerindeydi. TNF-a
miktarlar1 arasindaki fark, LPS 100 ng/ml ile, LPS + metformin (2.5uM, 25uM,
250uM) gruplan karsilastirnnldiginda (2179+359 ve 1613+437, 2915+572, 6059+948
pg/ml), istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05). LPS 1lpgr/ml ile,
LPS+metformin (2,5uM, 25uM, 250uM) gruplan karsilagtirildiginda (17524553 ve
3023+£745, 23444598, 6238+841 pg/ml), 2.5uM (p<0,05) ve 250uM (p<0.05)
metformin TNF-a degerlerini anlamli sekilde artirirken, 25uM metformin anlamli bir
fark olusturmadi (p>0.05). IL-6 miktarlari ELISA yontemi ile 6lciilecek miktarda

bulunmad:.



Bu konuda yapilan diger ¢alismalardan elde edilen sonuglara gore, metforminin
proinflamatuvar sitokinlerin sentezini inhibe etttigi bulunmustur. Bu c¢alismada,
metformin, LPS ile indiiklenen si¢gan mononiikleer hiicrelerinden, TNF-a sentez ve

salinimini, azaltmaktan ziyade artirmaya yonelik bir etki gdsterdi.

Anahtar kelimeler: Metformin, sitokin, Lipopolisakkarid, inflamasyon, mononiikleer

sican hiicresi



ABSTRACT

THE EFFECTS OF METFORMIN RELEASE OF TNF-a FROM
LIPOPOLYSACCHARIDE INDUCED RAT MONOCYTE CELLS

Emre GEDIKLI
Master of Science Thesis, Department of Pharmacology
Supervisor: Prof. Dr. A. Serdar SOYDAN
2012, 40 pages

Inflammation which is a response of immune system is seen in many disorders such as
atherosclerosis, hypertension, diabetes, cancer, rheumatoid arthritis. Metformin, an oral
antidiabetic drug, has antiiflammatory effect apart from blood glucose regulatory effect.
However, the mechanism of antiinflammatory effect is not clearly understood. In this
study, the effect of metformin on the release of cytokines (TNF-a and IL-6) from LPS
stimulated rat mononuclear blood cells was investigated.

Blood samples (5ml) were taken from healthy, male, 8-12 weeks old rats (n=5,
200-2509) through cardiac puncture under general anesthesia (Xylazine 3 mg/kg +
Ketamine 90 mg/kg) into sterile EDTA containing tubes. Mononuclear cells were
separated by centrifugation (ficoll 3ml, 400xg, 30min.) and were resuspended in RPMI
1640 media (3.3+0.2x10%/ml). Cells were then incubated with metformin (2.5 uM, 25
uM, 250 uM) for 2,5 hours followed by addition of LPS (100 ng/ml, 1png/ml) for further
5 hours. Following centrifugation (400xg, 20min.), supernatants were kept at -80°C
until the measurement of TNF-a and IL-6 by ELISA.

Cells viability was over 98% at the end of experiments. In terms of the amount of
TNF-a, the difference of between LPS (100ng/ml) alone and LPS+metformin (2.5 uM,
25 uM, 250 pM) groups was not statistically different (2179+359 ve 1613+437,
29154572, 6059+948 pg/ml) respectively, p>0.05. When we compared the difference
between LPS (1ug/ml) alone and LPS+metformin (2.5 uM, 25 uM, 250 uM) groups
(17524553 ve 30234745, 2344+598, 6238+841 pg/ml) respectively, 2.5uM (p<0,05) ve
250uM (p<0.05) metformin increased the amount of TNF-a statistically whereas 25uM
(p>0.05) metformin did not. The amount of IL-6 was not within measurable range in

this study.



Metformin inhibited the synthesis of proinflammatory cytokines from monocytes
isolated from mice and from human vascular smooth muscle cells, macrophages and
endothelial cells induced with IL- 1B. In this study, metformin increased the amount of

released TNF-a rather than decrease.

Key words: Metformin, cytokine, LPS, inflammation, mononuclear rat cells
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BOLUM I

GIRIS ve AMAC

Immiin sistem hiicrelerinin, sitokin sentezlemek suretiyle, endojen veya eksojen
uyaranlara karst verdigi yanitin bir sonucu olan inflamasyon, pekcok hastalikta ortaya
cikan bir tablodur (ateroskleroz, hipertansiyon, diyabetes, kanser, romatoid artrit gibi).
Inflamasyona aracilik eden pek cok endojen molekiil vardir (sitokinler, histamin,
siklooksijenaz iiriinleri, NO, oksijen radikalleri gibi). Bunlarin arasinda sitokinler,
ozellikle TNF-a ve IL-6’nin rolii olduk¢a dnemlidir. Toll-like reseptor 4 (TLR-4), insan
monosit hiicreleri ylizeyinde bulunan ve agonistleri araciligi ile sitokin sentez ve
saliverilmesine aracilik eden bir reseptordiir (1). Aktivasyonu i¢in endojen ve eksojen
tamimlanmis agonistleri vardir. Onemli eksojen agonistlerden birisi, Gram (-) bakteri
hiicre duvarinda bulunan lipopolisakkarid'dir (LPS) (2).

Metformin, diyabet tedavisinde kullanilan bir ilagtir. Karacigerde glukoz yapimini
azaltir, glukozun barsaklardan emilimini azaltir ve insiilin duyarliligini artirir (periferik
glukoz alimini ve kullanimini artirir). Metforminin, siganlarda cerrahi sonrasi (kismi
hepatektomi) LPS ile olusturulan sepsis modelinde, hem proinflamatuvar sitokinlerin
olusumunu hem de hemostatik degisikleri azalttig1 gosterilmistir (3). Metformin LPS ile
indliklenmis  proinflamatuvar  sitokinleri azaltirken, karacigerde sentezlenen
antiinflamatuvar sitokinlerin miktarin1 degistirmemistir (3). Metforminin, LPS veya
oxLDL ile uyarilmis izole insan monositlerinde TNF-o yapimini ve doku faktoriiniin
(TF) expresyonunu anlamli bir sekilde azalttign bulunmustur. Ilave olarak hem TNF-o
hem de TF mRNA diizeylerini azaltmistir (4). Sicanlarda, yagdan yiiksek diyetle
beslenme yoluyla olusturulan alkole bagli olmayan karaciger yaglanmasi hastalig
modelinde, metformin, doku TNF-o miktarlarii diisiirmiistiir (5). Pioglitazon tedavisi
altindaki diabet hastalarina, tedaviye metformin eklenmesi plazmadaki TNF-a
miktarlarinda anlamli diistise neden olmustur (6). Bu ¢alismalar, metforminin kan
sekerini diizenleyici etkisinden bagimsiz olarak, antiinflamatuar etkisi oldugu goriisiinii
desteklemektedir. Ancak etki mekanizmasi tam olarak ac¢iklanamamustir.

Bu ¢alismada, metforminin antiinflamatuvar etkinligi olup olmadigini arastirmak

amaci ile, siganlardan izole edilen ve LPS ile indiiklenen periferik kan mononiikleer



hiicrelerinden saliverilen proinflamatuvar sitokinler olan TNF-o ve IL-6 miktarlari

tizerinde, metforminin etkisi arastirildi.



BOLUM II

GENEL BIiLGILER

2.1. inflamasyon

Inflamasyon fiziksel, kimyasal ve diger etmenlerin (patojenler) neden oldugu bir doku
hasarma kars1 hiicresel ve humoral diizeyde olusan giicli bir fizyolojik yanittir.
Inflamasyonda amag hasarlayici etkeni ve iiriinleri ortadan kaldirmak, zararliy1 olustugu
yerde smirli tutmak, kontrol saglandiktan sonra hasarli dokularin tamirini ve
yenilenmesini saglamaktir (7,8,9).

Inflamasyon sirasinda lokal olarak 1s1 artis1, agri, kizariklik ve sislik gibi belirtiler
goriiliir. Sistemik olarak ise ates, sedimantasyon, 16kosit ve vaskiiler permeabilite artigi
goriiliir. Inflamasyonun organizmada ii¢ temel amaci vardir. Bunlar, hastalik etkenini
yok etmek, yok edemiyorsa viicuttan ayri tutmak ve hasarli dokular1 ortadan
kaldirmaktir (8,9). Ornegin nekrotik dokularda, nekrozun yayilmasmi ve bu 6lii
dokularin intoksik etkisini engellemek amaciyla nekrotik saha inflamatuvar etkiyle
sinirlandirilmaya calisilir.  Inflamasyonun vaskiiler ve hiicresel yanitlar;, plazma
hiicrelerinden ¢ikan ve inflamatuvar bir uyaranla meydana gelen kimyasal faktorlerle
ortaya c¢ikmaktadir. Bu kimyasal mediyatorler bir arada veya sirayla etki ederek
inflamatuvar yamitin olusmasii etkilerler. Inflamasyon patolojisi vaskiiler ve hiicresel

olaylar olmak iizere iki ana olayi igerir (10,11).

2.1.1. inflamasyonda Vaskiiler Olaylar

Vaskiiler akim ve permeabilite ile ilgili iki ¢arpict degisiklik s6z konusudur.
Arteriollerde birkag¢ saniyelik kisa siireli vazodilatasyon olusur ve erken donemde 1s1
artist ve kizarikliga neden olur (12). Dolasimdan ekstra vaskiiler siviya protein kagisi
nedeniyle eritrosit stazi meydana gelir ve nétrofiller endotel boyunca marjine olurlar.
Sonra interstisyel dokuya goc ederler. Vazodilatasyon ve artmis kan akimi intravaskiiler
hidrostatik basinci, bu da kapillerden sivi filtrasyonunu artirir. Bu sivi baslangigta

transuda niteliginde olmakla birlikte, kisa siirede damar duvar gegirgenliginin artmasi ile



degisir ve proteinden zengin s1vi yani eksudaya doniisiir. Sonugta intravaskiiler ozmotik

basing azalir ve interstisyel ozmotik basing artarak 6deme neden olur.

2.1.2. inflamasyonda Hiicresel Olaylar

Lokositlerin en ¢arpict fonksiyonu hasar yerine gogleridir. Lokositlerle ilgili olaylar
sirastyla: a) Marjinasyon ve yuvarlanma, b) Adezyon, ¢) Emigrasyon, d) Fagositoz ve
intravaskiiler yikim, e) Lokosit iiriinlerinin ekstraselliiler salmimidir. inflamasyon

stirecindeki 16kosit olaylar1 Sekil 1°de gosterilmektedir(12).

Lékosit
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Sekil 2.1. inflamasyon siirecindeki 16kosit olaylar

2.1.3. inflamasyonun Kimyasal Mediyatérleri

Inflamatuvar doku yanit1 olusturulmasinda aracilik eden kimyasal mediyatdrlerden, ilk
kesfedilen histamin olmakla birlikte, sayilar1 giderek artmaktadir. Mediyatorler, hasarli
dokudan, hiicrelerden veya plazmadan koken alan c¢esitli kimyasal maddelerdir.
Histaminin yaninda p maddesi, serotonin, nitrik oksit, sitokinler gibi kimyasal maddeler
de inflamasyonda rol oynayan mediatorlerdendir. Bazi ara iiriinlerde inflamasyonda rol
oynar (Orn. siklooksijenaz iiriinleri). Hasarlanmanin oldugu alandan bazi endojen
kimyasal mediyatorler salinir. Sitokin adi verilen bu maddeler protein yapisinda

molekiillerdir(13-19).



2.2. Sitokinler ve inflamasyon

CD4+ T lenfosit ve aktive makrofajlar gibi bir¢ok hiicre tipinden sentezlenen
mediyatorlerdir. Immatiir CD4+ T hiicreler (Ty0) farkli sitokin sekrete edebilme
yeteneginde olan Tyl ve Ty2 hiicrelerine farklilagsma 6zelligine sahiptirler (17). Sitokin
sekresyonu, bakteriyel {riinler, immiin kompleksler, toksinler, fiziksel incinmeler ve
cesitli inflamatuvar olaylarla uyarilabilirler. Sitokinler polipeptid yapida olup
inflamasyonda en 6nemlileri interlokinler (IL) ve tiimor nekroz faktor-alfadir (TNF-a).
Ozellikle IL-6 ve TNF-o birgok ortak biyolojik dzellikleri paylasir. Her ikisi de aktive
makrofajlar, lenfosit ve diger hiicre tipleri tarafindan sentezlenir ve proinflamatuvar

sitokinler olarak adlandirilirlar (13-19).

2.2.1. interlokin 6

Multifonksiyonel bir sitokin olan IL-6’nin matiir formunun molekiiler agirligi 22000-
30000kDa arasinda degisir ve 184 aminoasitten olusur (20,21). IL-6 geni 7. kromozom
tizerindedir. Mononiikleer fagositik hiicreler IL-6’nin en énemli kaynagidir. IL-6 ayni
zamanda fibroblastlar, endotel hiicreleri, B ve T lenfositler, hepatositler, keratinositler,
glial hiicreler ve kemik iligi stroma hiicreleri tarafindan da sentezlenir. (22).

IL-6, immun yaniti, akut faz reaksiyonlarim1 ve hematopoezi regiile ederek
konagin savunma mekanizmasinda énemli bir rol oynar (20,23,24). TNF, IL-1, platelet
kaynakli biiyime faktorii (PDGF), IFN-beta gibi sitokinler, antijenler, mitojenler ve
bakteriyel endotoksinler (lipopolisakkarit) farkli hiicre tiplerinde IL-6 olusumunu
uyarir. IL-6 inflamatuvar cevabin Onemli bir mediyatoriidiir. Enfeksiyon etkeni
mikroorganizmalar ve onlarin {iriinlerine karsi konak savunmasinda yer alan hiicrelerce
ve hasar géren dokular tarafindan salgilanir. Sepsis ve 6zellikle Gram(-) bakterilerin
yaptig1 septik sokta IL-6 ve TNF alfa seviyeleri yiiksek bulunmustur (25,26). Bakteriyel
menenjitlerde, BOS’ta ve kanda IL-6 konsantrasyonu yiikselmistir (27,28). HIV
enfeksiyonunda da monositlerden IL-6 salindigi gosterilmistir. Enfeksiyon sirasinda
bazi sitokinler birbirini etkiler. IL-1 ve TNF direkt olarak IL-6 genine etki ederek I1L-6
yapilmasini arttirir (29). IL-6’nin antiviral aktivitesi olmakla birlikte interferonlarla

MHCI1 smifi antijenlerin yapimini uyarir (30).



2.2.2. Tiimor Nekrozis Faktor (TNF-a)

Tiumor nekrozis faktor alfa (TNF-a) esas olarak T lenfositler ve makrofajlar tarafindan
sentezlenen ve sekretuar formu 17 KD, membran formu ise 26 KD olan bir sitokindir
(31,32). TNF-0, immiinoinflamatuvar reaksiyonlarda diisiik konsantrasyonlarda (10° M)
lokal etki gosteren gliclii parakrin ve otokrin diizenleyicidir. Ayni zamanda birgok hiicre
tipinde biiyiime ve farklilasmay: diizenler. Ozellikle interferon-gama (IFN-y) ile
kombinasyonu sitotoksiktir. in vivo olarak miirin sarkomlarmin nekrozunda rol alir.
Calismalar, TNF- o’nin akut inflamasyonda ve antitimoéral immiinitede en Snemli
sitokin oldugunu goéstermektedir. Notrofil ve endotel hiicrelerini uyararak adezyon ve
kemotaksisi yonetir. TNF-a, aktive monositler, makrofajlar ve daha az g¢ogunlukta
aktive T hiicreler, B hiicreler, mast hiicreler, fibroblast, keratinosit, Kupffer hiicreleri,
diiz kas, sinovial ortii hiicreleri ve bazofil gibi bir¢ok hiicre tipinden salgilanmaktadir.
Fibroblastlarin ve endotel hiicrelerinin TNF-o aracilikli proliferasyonu yara
iyilesmesinde 6nemlidir. Ayrica TNF-0, endotelyal vaskiiler hiicre adezyon molekiilii
(VCAM)’niin sentezinde onemli bir uyarandir. TNF-a tretimi, IL-10, TGF-B, PGE,
siklosporin A, deksametazon, ibuprofen, metilprednizolon ve pentoksifilin tarafindan

inhibe edilir (13-19).

2.3. Lipopolisakkarid

Gram-negatif bakteriler Gram boyama prosediirii sirasinda kristal viyole boyasini
tutmayan bakterilerdir. Gram-negatif bakterilerin pek ¢ogu patojendir. Yani, insanlarda
hastalik yapma yetisine sahiplerdir. Bu hastalik yapma yetisi baglica Gram-negatif hiicre
duvarinin lipopolisakkarid (LPS) igeriginden kaynaklanmaktadir. Canli bir ortamda,
gram negatif bir bakteri, disaridan eklenen LPS veya baska endotoksinler, bir dizi
bagigiklik sistem tepkisi olusturur. Uzerinde en ¢ok arastirma yapilan toksin, gram
negatif bakterideki LPS’dir. LPS yapisindaki Lipid A komponenti, toksisiteden
sorumludur (3). Bu antijenik yap1 ve toksinler dolagimdaki mononiikleer fagositik
hiicreleri CD 14 reseptoriine baglanarak uyarirlar. Monositlerden timor nekrozis faktor

(TNF-a), interlokin ve trombositleri aktive eden faktor ( PAF ) salinir (3).



2.4. Metformin

Metformin (C(=NH)NHC(=NH)N(CHj3), HCI1 ) molekiil agirligr 165,62 olan biguanid
tirevi oral antidiyabetiktir. Metformin, oral yolla alindiktan sonra gastrointestinal
kanaldan yavas absorbe edilir. Baglica ince barsaktan emilir. Gidalar metforminin
emilimini azaltir, emilim siiresini uzatir. ilacin mutlak biyoyararlanimi yaklasik %50 -
60'dir. Oral yolla verilmesini takiben metformin plazma doruk konsantrasyonuna 1 - 3
saatte ulasir. Plazma proteinlerine baglanma orami ihmal edilebilir seviyelerdedir.
Zamana bagli olarak eritrositler i¢ine de girer. Kararli plazma konsantrasyonlarina 24 -
48 saat i¢ginde ulasir. Metformin karacigerde metabolizasyona ugramaz. Emilen ilacin
%090" ilk 24 saat ig¢inde baslica tiibiiler salgilama ve idrar yolu ile atilir. Yarilanma omrii
yaklagik 1,5 - 6 saattir. Klinik kullanim dozlarinda, boébrek fonksiyonlari normal olan
diyabetik ve diyabetik olmayanlarda metformin farmakokinetikleri degismez. Bobrek
fonksiyon bozuklugu olanlarda ise metforminin plazma ve kan yarilanma 6mrii uzar.
Karacigerde glukoz yapimini azaltir, glukozun barsaklardan emilimini azaltir ve
inslilin duyarliligim1 artirir (periferik glukoz alimimi ve kullanimini artirir) (33).
Metformin tedavisi ile aglik insiilin seviyeleri ve giin boyu plazma insiilin yaniti
artarken, insiilin sekresyonu uyarilmaz. Etki mekanizmasi diger oral antidiyabetik
ajanlardan farklidir. Metformin, insiilin salinimin1 uyarmadigi igin, siilfoniliirelerden
farkli olarak, ne tip 2 diyabetli hastalarda ne de normal kisilerde hipoglisemi olusturmaz
ve hiperinsiilinemiye sebep olmaz. Metformin tedavisi sirasinda, aglik insiilin seviyeleri
ve giin boyu siiren plazma insiilin cevabi artarken, insiilin sekresyonu degismez (34).
Tip II diyabetik hastalarin ¢ogunda normal olmayan serum lipid seviyeleri {izerine
metforminin olumlu etkileri vardir. Tek basina metformin veya siilfoniliire ile
kombinasyonu, diger lipid seviyelerinde advers etki olusturmaksizin, ortalama aglik

serum trigliserid, total kolesterol ve LDL kolesterol seviyelerini diisiirmektedir (35).

2.5. Metformin ve inflamasyon

Yapilan son caligmalar metforminin serum glukoz diizeyini diigiirmesinin yani sira
antiinflamatuvar etkilerininde olabilecegini de goOstermistir. Metforminin, sigcanlarda
cerrahi sonrast (kismi hepatektomi) LPS ile olusturulan sepsis modelinde, hem
proinflamatuar sitokinlerin olusumunu hem de hemostatik degisikleri azalttig

gosterilmistir (3). Metformin LPS ile indiiklenmis proinflamatuar sitokinleri azaltirken,



karacigerde sentezlenen antiinflamatuar sitokinlerin miktarin1 degistirmemistir (3).
Metforminin, LPS veya oxLDL ile uyarilmis izole insan monositlerinde TNF-a
yapimin1 ve doku faktoriiniin (TF) expresyonunu anlamli bir sekilde azalttig
bulunmustur. ilave olarak hem TNF-a hem de TF mRNA diizeylerini azaltmistir (4).
Metformin ayni zamanda RAW 267.4 hiicrelerinde interferon gama ve IL-17 ile
indiiklenen iINOS ve COX-2 expresyonunu da azaltmistir (36). Tiim bu bulgular
metforminin antiinflamatuar etkisinin varligin1 destekler ve inflamatuar hastaliklarda

tedavi edici rolii olabilecegini diisiindiirtir.



BOLUM 111

GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Malzemeler

Phosphate buffer saline (PBS) (200 ml/tb), RPMI 1640 media (100 ml/sise), Ficoll
histopaque 1083, E. Coli 0111:B4 lipopolisakkarid (endotoksin) Sigma’dan (Aldrich,
Almanya) alind1. Metformin HCL (50 g), Bilim Ila¢ firmasindan temin edildi. Rat TNF
o ve IL-6 ELISA Kitleri (RayBio) Seha medikalden alindi. Heparin 25000 U flakon
(Mustafa Nevzat Ila¢ Firmas1, Nevparin), penisilin G 1000000 U flakon (I.E ULAGAY
llag Firmasi, Penisilin-G), streptomisin 1 g flakon ( LE ULAGAY 1la¢ Firmas,
Streptomisin Stilfat), 15 ml ve 50 ml lik santrifiij tiipleri, EDTA h tiipler, pipet ugclari,
steril pipetler (10 ml), cam pastor pipetler, ependorf tiipleri (1,5 ml) Seha medikalden

alindi.

3.2. Deney Hayvanlarinin Secimi

Erkek 200-250 g aras1, 8—12 haftalik saglikli siganlar, Cumhuriyet Universitesi hayvan
laboratuarindan temin edildi. Siganlar 12 saat karanlik ve 12 saat aydinlik ortamda,
normal su ve normal yem ile serbest beslenmeye birakildi. Proje Cumhuriyet
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 04.03.2010 tarihli
B.30.2.CUM.0.01.00.00-50/31 sayil1 kararla onaylanmustir.

3.3. Deney Hayvanlarindan Kan 6rneklerinin Alinmasi

Siganlar Cumhuriyet Universitesi hayvan laboratuarinda xylazin + ketamin (xylazin 3
mg/kg subkutan, ketamin 90 mg/kg subkutan) ile anestezi yapildiktan sonra, kan
ornekleri, kardiyak puncture yontemiyle, 10 ml’lik EDTA’11 steril enjektor kullanilarak,
tek seferde alind1 ve steril EDTA’ 11 tiiplere konuldu.



3.4. Mononiikleer Hiicrelerin Ayristirilmasi

Sicanlardan alinan kan 6rnekleri 15 ml lik steril tiiplere konuldu ve 1:1 oraninda PBS ile
sulandirildi. Bagka bir 15 ml’lik tiipe 3 ml Ficoll histopaque eklendi. Phosphate buffer
saline ve kan karisimi Ficoll histopaque iizerine karismayacak sekilde yavasca eklendi
20 dakika santrifiij edildi (400xg). Santrifiij sonunda belirgin bir halka seklinde ayrisan
mononiikleer hiicreler pastor pipet yardimiyla 15 ml’lik steril santrifiij tiipiine alind1 ve
10 ml PBS eklendi. Hafif siddette calkalama islemi yapilarak hiicreler yikandi. 10
dakika santrifiij edildi (100xg), stipernatant atildi, 10ml PBS eklenerek yikama islemi
tekrar edildi. Ikinci yikamadan sonra dipte kalan hiicreler, daha &nce hazirlanan
ml’sinde 2,5 U heparin, 100 U penisilinG, 100 pg streptomisin eklenmis olan RPMI
1640 media ile (10 ml) sulandirildi.

3.5. Hiicrelerin Sayilmasi ve Morfolojik Yapilarimn incelenmesi

Hiicre stokundan alinan 1 ml’lik 6rnek, Thoma lamina yayilarak 10x biiyilitme altinda
sayimi yapildi. Ayni sekilde alinan 6rnek morfolojik olarak incelendi ve mononiikleer
hiicrelerin tanimi saglandi. Hiicrelerin morfolojik olarak taniminda, Giemsa ve Liscia -
De Marchi boyama yontemleri kullanildi.
Giemsa yonteminde;

a) 1 damla kan lam {izerine alindi

b) Bagka bir lam ile yayma preparat hazirland

¢) lyice kurutulduktan sonra, etil alkolde 7 dakika bekletilerek fiksasyon yapildi.

d) Daha sonra Giemsa boyasi icerisinde 1 dk bekletildi ve bol distile su ile yikandi.

e) Kurutulduktan sonra bagka lam ile entellan yardimiyla kapatilarak incelendi.

Liscia - De Marchi yonteminde;
a) Yayma yapildiktan sonra lam havada kurutuldu.
b) 1-2 sn %0,9 luk serum fizyolojikle yikandiktan sonra %96’lik etil alkolde birkag
kez calkalama yapildi.
c) Soliisyon I igerisinde 3-4 dakika bekletildi ve %0,9 luk serum fizyolojikle
yikandi.
d) Mavi su igerisinde 2 dk bekletildi ve fizyolojik su ile yikandi.



e) Soliisyon II igerisinde 1 dk, %96°lik etil alkolde ise 15 sn bekletildi. Daha sonra
%100 alkolde 15 sn bekletildi.

f) Ksilende seffaflandirma yapilarak farkli lam ile entellan yardimiyla
kapatildiktan sonra mikroskopta incelenerek resimleri alindi ve hiicrelerin tanimi

yapild.

3.6. Hiicrelerin Canlhiliklarinin Kontrolii

Hiicreler lam {izerine yayildi ve lamelle kapatilarak, lam lamel arasindaki bosluktan 1pul
Trypan Blue kullanilarak boyandi ve mikroskop altinda canliliklarina bakildi. Hiicre

zar1 yapis1 bozulan hiicreler mavi renk ile goriindii.

3.7. Lipopolisakkarid ve Metforminin Hazirlanmasi

Lipopolisakkarid (LPS) 100 ng/ml ve 1 pg/ml olarak % 0,9 serum fizyolojik igerisinde
hazirlandi. Metformin 2,5 uM, 25 uM, 250 uM olarak % 0,9 serum fizyolojik icerisinde

hazirlandi. Hazirlanan soliisyonlar 2 mikron ¢apindaki enjektor filtreleriyle steril edildi.

3.8. Hiicrelerin LPS ve Metforminle Inkiibasyonu

Hiicreler 10 adet ependorf tiipiine alind1 ( 20 - 40x10* hiicre / ml) ve tlipler asagida
belirtilen miktarlarda LPS ve/veya Metformin ile etiivde inkiibasyona birakildi.
(37°C’de, %5 CO,) (Nuaire, NU 5500E, A.B.D).

1. tiipe sadece tastyict ( 20 pl steril % 0,9 serum fizyolojik )
2. tiipe tastyict ve 100 ng LPS (1 ml)

3.tiipe tastyict ve 1 pg LPS (Iml)

4. tiipe 100ng LPS ve 2,5 uM Metformin,

5. tipe 100 ng LPS ve 25 uM Metformin

6. tiipe 100ng LPS ve 250 uM Metformin

7. tiipe 1 pg LPS ve 2,5 uM Metformin

8. tiipe 1nug LPS ve 25 uM Metformin

9. tiipe 1 pg LPS ve 250 uM Metformin

10. tiipe tasiyici ve 250 uM Metformin konuldu.



Bu protokole uygun olarak hiicreler 6nce metformin ile 2,5 saat inkiibe edildi.

Bu siirenin sonunda LPS eklenerek 5 saat daha inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi

sonunda tiim Ependorf tiipleri mikro santrifiij cihazinda ( Sigma, 6-16K, Almanya ) 20

dakika santrifiij edildi (400xg), siipernatantlar alindi ve —80 °C de ELISA yapilana
kadar saklanda.

3.9. Sitokinlerin ( TNF-a ve IL — 6 ) Ol¢iimii

Olgiimler, kit igerisinden ¢ikan prosediirlere gére ELISA yontemiyle yapilmustir.

3.9.1. TNF-a Olgiimii

TNF-a diizeyleri ELISA kiti (RayBiotech Inc. A.B.D) kullamlarak dlciildii. Olgiimde

mikro plate reader (450nM dalga boyu secilerek) kullanildu.

a)
b)

c)

d)

f)
9)

h)

Kitte bulunan soliisyonlar oda sicakligina getirildi.

Soliisyonlarda gerekli seyreltme islemleri yapildi.

Kitte bulunan 96 kuyucuklu tabaga, her kuyucuga 100 pul olacak sekilde standart
ve Ornekler eklendi. 2,5 saat oda 1sisinda, galkalama cihazina konularak diisiik
hizda inkiibe edildi.

Tabagin igerigi tek hareketle dokiildii ve kalinlagtirilmis kagit havlunun {izerine
kapatilarak yavasca lizerine vurularak, icerigin tamamen dokiilmesi saglandi.
Daha 6nceden seyreltilerek hazirlanan yikama soliisyonu ile her kuyucuga ¢oklu
pipet ile 300 pl yikama soliisyonu eklendi ve tek hareketle dokiildii. Bu yikama
islemi 4 kez yapildi.

Daha onceden hazirlanmis Biotinlenmis antikor soliisyonu 100 pl olarak her
kuyucugua coklu pipet yardimiyla eklendi ve 1 saat ¢alkalama cihazinda diistik
hizda ve oda sicakliginda inkiibe edildi.

Yikama islemi (d) asamasindaki sekilde tekrarlandi.

Streptavidin soliisyonu, (100 pl) her kuyucuga eklendi ve ¢alkalama cihazinda
diisiik hizda ve oda sicakliginda inkiibe edildi.

Yikama islemi (d) asamasindaki sekilde tekrarlandi.

Substrat reaktifi, (100 pl) her kuyucuga eklendi ve alimiinyum folyo ile 151k
almayacak sekilde kapatildiktan sonra, calkalama cihazinda diisiik hizda 30
dakika inkiibe edildi.



)
K)

Yikama islemi (d) asamasindaki sekilde tekrarlandi.
Her kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu eklendi ve ELIZA plate reader ile 450

nm de absorbans degerleri kayit edildi.

3.9.2. IL-6 Ol¢iimii

IL-6 diizeyleri ELISA kiti (RayBiotech Inc. A.B.D) kullamlarak o6lciildii. Olgiimde

mikro plate reader (450nM dalga boyu secilerek) kullanildu.
TNF-a diizeyleri ELISA kiti (RayBiotech Inc. A.B.D) kullanilarak &lgiildii. Olgiimde

mikro plate reader (450nM dalga boyu se¢ilerek) kullanildi.

a)
b)
c)

d)

f)
9)

h)

)
k)

Kitte bulunan soliisyonlar oda sicakligina getirildi.

Soliisyonlarda gerekli seyreltme islemleri yapildi.

Kitte bulunan 96 kuyucuklu tabaga, her kuyucuga 100 pul olacak sekilde standart
ve ornekler eklendi. 2,5 saat oda 1sisinda, calkalama cihazina konularak diisiik
hizda inkiibe edildi.

Tabagin icerigi tek hareketle dokiildii ve kalinlagtirilmig kagit havlunun iizerine
kapatilarak yavasca lizerine vurularak, icerigin tamamen dokiilmesi saglandi.
Daha dnceden seyreltilerek hazirlanan yikama soliisyonu ile her kuyucuga ¢oklu
pipet ile 300 pl yikama soliisyonu eklendi ve tek hareketle dokiildii. Bu yikama
islemi 4 kez yapildu.

Daha onceden hazirlanmis Biotinlenmis antikor soliisyonu 100 pl olarak her
kuyucugua ¢oklu pipet yardimiyla eklendi ve 1 saat ¢alkalama cihazinda diistik
hizda ve oda sicakliginda inkiibe edildi.

Yikama islemi (d) asamasindaki sekilde tekrarlandi.

Streptavidin soliisyonu, (100 ul) her kuyucuga eklendi ve calkalama cihazinda
diisiik hizda ve oda sicakliginda inkiibe edildi.

Yikama islemi (d) asamasindaki sekilde tekrarlandi.

Substrat reaktifi, (100 pul) her kuyucuga eklendi ve alimiinyum folyo ile 151k
almayacak sekilde kapatildiktan sonra, ¢alkalama cihazinda diisiik hizda 30
dakika inkiibe edildi.

Yikama islemi (d) asamasindaki sekilde tekrarlandi.

Her kuyucuga 50 ul durdurma soliisyonu eklendi ve ELIZA plate reader ile 450

nm de absorbans degerleri kayit edildi.



3.10. istatistik

Sonuglar Student-t (paired) testi kullanilarak degerlendirilmistir. P<0.05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.



BOLUM IV

BULGULAR

4.1. Pilot Calismalar

Calisma siiresinde toplam 20 adet sigan kullanildi. Bunlardan 9 tanesi pilot ¢caligmada
kullanildi. Pilot caligmalarda mononiikleer hiicrelerin ayristirilmasi, sayilmasi ve
canlilik oranlarinin kontrolii yapildi. Geri kalan 11 sigan ile deneyler yapildi. 6 (alt1)
sican ile yapilan deneylerden elde edilen sonuglar, deney protokolii degistirildigi
ve/veya sonuclar degerlendirilemedigi i¢in hesaplamalarda kullanilmadi. Geri kalan 5

sicandan elde edilen sonuglar degerlendirildi.

4.2. Hiicrelerin Canhliklariin Kontrolii

Hiicreler lam tizerine yayildi ve lamelle kapatilarak, lam lamel arasindaki bosluktan 1pl
Trypan Blue kullanilarak boyandi ve mikroskop altinda canliliklarina bakildi. Hiicre
zar1 yapisi bozulan hiicreler mavi renk ile goriindii. Canlilik oranlart >%98 olarak

bulundu.

4.3. TNF-a Miktarlar

LPS 100ng/ml ile, LPS + metformin (2,5uM, 25uM, 250uM) Kkarsilastirildiginda
(2179£359 ve 16134437, 2915457, 60594948 pg/ml), aralarindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p>0.05) (Cizelge.4.1, Sekil.4.2). Metformin tek basina

verildiginde TNF-a miktarlar iizerinde bir etki olugturmadi.



Cizelge.4.1. Mononiikleer hiicrelerden LPS (100ng/ml) ve LPS + Metformin (2.5, 25,
250uM) etkisi ile saliverilen TNF-a (pg/ml) miktarlari (ort.+ standart hata, p
degerleri LPS 100ng/ml ile karsilastirildiginda).

LPS (100ng/ml) | LPS+Met (2.5uM) LPS+Met 25uM) | LPS+Met(250uM)
(n=5) (n=5) (n=5) (n=3)
TNF-a (pg/ml) TNF-a (pg/ml) TNF-a (pg/ml) TNF-a (pg/ml)
21794359 1613+437 2915+572 6059+948
p degeri 0.197 0.304 0.123

Met: Metformin, LPS: Lipopolisakkarid, V: Tasiyici

8000+

6000+

4000+

TNFa (pg/ml)

2000+

Sekil.4.2.LPS (100ng/ml) ile indiiklenmis mononiikleer hiicrelerden LPS ve LPS +
Metformin (2.5, 25, 250uM) aracihigr ile salinan TNF-o miktarlar1 (pg/ml,
ort.+standart hata). Met: Metformin, LPS: Lipopolisakkarid, V:Tasiyici

LPS Ipgr/ml ile, LPS + metformin (2,5uM, 25uM, 250uM) karsilastirildiginda
(1752+553 ve 3023£745, 23444598, 6238+841 pg/ml), 2,5uM (p<0,05) ve 250uM
(p<0.05) metformin TNF-o degerlerini anlamli sekilde artirirken, 25uM metformin
anlaml1 bir fark olusturmadi (p>0.05)(Cizelge.4.2, Sekil.4.3).



Cizelge.4.2. Mononiikleer hiicrelerden LPS (1pg/ml) ve LPS + Metforminin (2.5, 25,
250uM) etkisi ile saliverilen TNF-a (pg/ml) miktarlar1 (ort.+ standart hata, p
degerleri LPS 100ng/ml ile karsilagtirildiginda, *p<0.05).

LPS (1pgr/ml) | LPS+Met (2.5uM) | LPS+Met (25uM) LPS+Met(250uM)
(n=5) (n=5) (n=5) (n=3)
TNF-a (pg/ml) TNF-a (pg/ml) TNF-a (pg/ml) TNF-a (pg/ml)
17524553 3023+745* 2344+598 6238+841*
p degeri 0.044* 0.108 0.021*

Met: Metformin, LPS: Lipopolisakkarid, V: Tastyici.

8000+

6000+

4000+

TNFa (pg/ml)

2000+

Sekil.4.3. LPS (1pg/ml) ile indiiklenmis mononiikleer hiicrelerden, LPS ve LPS +
Metformin (2.5, 25, 250uM) araciligi ile salinan TNF-o miktarlart (pg/ml,
ort.tstandart hata, *p<0.05). Met: Metformin, LPS: Lipopolisakkarid,

V: Tasiyici

4.4. TNF-a Miktarlarinin LPS’nin Yiizdesi Olarak Degerlendirilmesi

TNF-a miktarlari, LPS 100ng/ml+metformin tasiyici ile elde edilen degerler 100 kabul
edilerek, bu degerin yilizdesi olarak hesaplandiginda, LPS 100ng/ml ile LPS +
metformin (2,5 uM, 25 uM, 250 uM) arasindaki (100+0.0 ve 75+18, 140+31, 154+34),
farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05)(Cizelge.4.3, Sekil.4.4).



Cizelge.4.3. Mononiikleer hiicrelerden LPS(100ng/ml+V) ve LPS+Metformin (2.5,

25, 250uM) araciligi ile salinan TNF-a miktarlarinin, LPS 100ng/ml’nin yiizdesi
(ort.tstandart hata,

olarak

ifadesi

karsilastirildiginda).

p degerleri

LPS 100ng/ml

LPS (100ng/ml) | LPS+Met (2.5uM) | LPS+Met 25uM) | LPS+Met (250uM)
(n=5) (n=5) (n=5) (n=3)
100+0 75,7+18,7 140,2+31,8 154,3+34,4
p degeri 0,264 0,276 0,255

Met: Metformin, LPS: Lipopolisakkarid, V: Metformin tastyici.

Sekil.4.4. Mononiikleer hiicrelerden LPS(100ng+V) ve LPS + Metformin (2.5, 25,
250uM) araciligr ile salinan TNF-o miktarlariin, LPS 100ng/ml’nin yiizdesi
olarak ifadesi (ort.tstandart hata). Met: Metformin, LPS: Lipopolisakkarid,
V:Metformin tasiyici

TNF-a miktarlari, LPS 1pg/ml+metformin tasiyici ile elde edilen degerler 100
kabul edilerek bu degerin yiizdesi LPS
LPS+metformin (2,5 puM, 25 uM, 250 uM) arasindaki (100+£0.0 ve 241+£80, 218+95,
277+50), farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05)(Cizelge.4.4, Sekil .4.5).

olarak hesaplandiginda, lpug/ml ile



Cizelge.4.4. Mononiikleer hiicrelerden LPS(1pug/ml+V) ve LPS+Metforminin (2.5, 25,
250uM) aracilig ile salinan TNF-a miktarlarinin, LPS 1pg/ml’nin yiizdesi olarak
ifadesi (ort.tstandart hata, p degerleri LPS 1pg/ml ile karsilastirildiginda).

LPS (1pgr/ml) | LPS+Met (2.5uM) | LPS+Met (25uM) | LPS+Met (250pM)
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
1000 241+79,9 218,6+95,8 277+50,1
P>0.05 0,151 0,284 0,072

Met: Metformin, LPS: Lipopolisakkarid, V: Metformin tastyici.

400+

3004

200+

%TNFa

1004

Sekil.4.5. LPS (1pgr/ml) ile indiiklenmis mononiikleer hiicrelerden, LPS ve LPS+
Metforminin (2.5, 25, 250uM) araciligi ile salman TNF-a degerlerinin, LPS
lpgr/ml’nin yiizdesi olarak ifadesi (ort.£standart hata, p degerleri LPS 1nug/ml ile
karsilastirildiginda). Met: Metformin, LPS: Lipopolisakkarid, V: Metformin
tastyici.

4.5. 1L-6 Olciim Degerleri

Biitiin deneylerde IL-6 miktarlar dlgtilebilir diizeyde degildi.



BOLUM V

TARTISMA

Metformin, hem tek basina, hem de diger oral antidiyabetiklerle birlikte diyabet
tedavisinde en sik kullanilan ilactir (37,38). Yagdan zengin diyetle beslenen siganlarda,
metformin, karaciger agirliginda degisim yapmamakla beraber, karacigerin trigliserid
iceriginde anlamli azalma yapmustir. Ilave olarak hepatik proteinlerde nitrozilasyonu ve
iINOS indiiklenmesini giiclii bir sekilde inhibe etmistir. Bu antiinflamatuar etkisi,
karaciger dokusunda TNF-o miktarinin ve MMPs aktivitesinin azaltilmasi ile teyit
edilmistir (5).

Metformin, kismi hepatektomi yapilmig deney hayvanlarinda LPS ile olusturulan
karaciger fonksiyon bozukluklarini, karacigerde notrofil birikimini ve karacigerde 1L-6
ve interferon-y artisin1 engellemistir (3). Benzer sekilde, hayvan deneylerinde
olusturulan non-alkolik steatohepatit modellerindeki hepatik inflamasyon ve insandaki
benzer klinik tablo metformin tarafindan azaltilmistir (39,40). In-vitro olarak,
sitokinlere maruz birakilan insan umblikal ven endotel hiicrelerinin olusturdugu
inflamatuar yanitta metformin tarafinda azaltilmistir (41). Intratrakeal LPS injeksiyonu
ile olusturulan akut akciger hasar1 modellerinde, farelerde, metformin, antiinflamatuar
etki gdstermis olup, bu etkisi kan sekerini diisiiriicii etkisinden bagimsizdir (42). Zira bu
hayvanlarda kan sekeri yiikksek bulunmustur. Metformin, akut akciger hasari gibi akut
inflamatuar durumlar1 6nlemek i¢in faydali olabilir. Jaroslaw W. vd (2008) farelerden
elde edilen nétrofilleri, metformin (0-250uM, 2.5 saat) ve/veya LPS (100ng/ml, 5 saat)
ile inkiibe etmislerdir (6nce metformin sonra LPS eklenmis) (42). Metformin, LPS ile
indiiklenen hiicrelerden salinan TNF-a miktarin1 anlamli bir sekilde azaltmistir
(yaklasik olarak %50 ).

Jaroslaw W. vd’nin (2008) uyguladigina benzer bir deney protokolii bu ¢alismada
kullanilmistir (42). Bu ¢aligsmada, ii¢ farkli konsantrasyonda uygulanan metformin (2,5,
25, 250uM), LPS (100ng/ml) ile indiiklenmis TNF-a sentez ve salinimina karsi anlaml
bir azaltic1 etki gostermedi. Sadece 2,5uM metformin ile olan grupta TNF-a degerleri
%37 civarinda diismesine ragmen istatistiksel anlamli farka ulagamadi. Diger iki
konsantrasyonda uygulanan metformin, TNF-a degerlerini azaltmadigi gibi artirdi.

Ozellikle 250uM konsantrasyondaki metformin, LPS ile indiiklenen TNF-o miktarini



yaklagik %50 oraninda arttirdi. Metformin insanda kullanildigi dozlarda etkin kan
konsantrasyonu yaklagik olarak 2uM civarindadir. Dolayisiyla, 250uM etkin
konsantrasyonun yaklasik olarak 100 kat fazlasidir. Bu nedenle, bu konsantrasyonda
toksik etkilerin ortaya ¢ikmasi beklenebilir. Bu ¢alismada, LPS 1pgr/ml dozunda da
kullanilmistir. Metformin yine ii¢ degisik konsantrasyonda bu doz LPS ile inkiibe
edilince, TNF-a miktarlarin1 azaltmadigi gibi yaklasik olarak %100-150 oraninda
arttrmistir. Bu artis 2,5 ve 250uM konsantrasyonda uygulanan metformin ile
istatistiksel anlama ulasti. Bu da yine artmis LPS toksisitesinin, diisiik doz metformin
ile engellenemedigi, yiiksek dozlarda ise metforminin kendi toksisitesininde olaya
karistig1 sekilde yorumlanabilir.

Bu c¢alismadaki sonuglar ile, Jaroslaw W. vd‘nin(2008) bulgular1 arasindaki
farklilik iki sekilde agiklanabilir (42). Bunlardan birincisi, ¢alismalarda kullanilan
tirlerin farkli olmasidir. Bu ¢alismada sican kullanilirken, diger calismada fare
kullanilmistir. Ikincisi, bu ¢alismada mononiikleer hiicreler kullaniimisken Jaroslaw W.
vd. (2008) notrofilleri kullanmigtir (42). TNF-a primer olarak makrofajlardan
salgilandig1 i¢in, kullanilan hiicre tiirlintin farkli olmasi da sonuglarin farkli olmasini
aciklayabilir.

Metforminin glukoz metabolizmasi iizerindeki etkilerine ilave olarak, plazminojen
aktivator inhibitoriinii  (PAI)-1, von-Willebrand faktoriini ve diiz kas hiicre
kontraktilitesini azaltti§1 gosterilmistir (43,44,45). ilaveten, metformin, baz1 polikistik
over sendromu vakalarinda plazmada, soluble intraselliiler adezyon molekiilii, vaskiiler
hiicre adezyon molekiilii-1, makrofaj migrasyonu inhibitér faktor ve CRP gibi
inflamasyon belirteglerini de azalttigi gosterilmistir (46,47,48). Bu calismalarda,
metforminin inflamasyonun modiilasyonunda rolii oldugunu diisiincesini destekleyen
sonuglar elde edilmistir.

Kikuo Isoda vd.(2006) metforminin, IL-1p ile indiiklenen insan diiz kas hiicreleri,
endotel hiicreleri ve makrofajlardan IL-6 salinimini inhibe ettigini bulmustur (49).
Bizim ¢aligmamizda ise LPS, IL-6 salinimi iizerinde bir etki gostermedi. Metforminin
de hem tek basima hem de LPS ile indiiklenen hiicrelerden IL-6 {izerinde bir etkisi
yoktu. Bu farklilik hiicrelerin elde edildigi tiirlerin farkli olmasi ile agiklanabilir.

Klinik ¢alismalar, metforminin, diyabetik hastalardaki kardiyovaskiiler olaylari
diizeltici etkisinin glukoz diizenleyici etkisinden bagimsiz oldugu ve metforminin insan

vaskiiler diiz kas, endotel hiicreleri ve makrofajlarda IL-6 ve IL-8 salinimini azalttig1



bulunmustur (49). Bu antiinflamatuar etkilerini insanda tedavide kullanilan kan
konsantrasyonlarinda gostermistir.

AMP aracili aktive olan protein kinaz (AMPK) aktivitesi, hiicre igindeki
AMP/ATP orami araciligiyla diizenlenir ve hiicre i¢i enerji diizenlenmesi ve metabolik
streste onemli rol oynar. Metforminin AMPK’y1 aktive ettigi gosterilmistir. Yoshiyuki
Hattori ve arkadaslart metforminin, insan umblikal ven endotel hiicrelerinde, TNF-a ve
IL-1B ile indiiklenen proinflamatuar ajanlar ve adezyon molekiillerinin olusumunu
AMPK ’y1 aktive ederek azalttigi gosterilmistir (41). Bu nedenle metforminin, diyabetik
hastalarda antiaterojenik bir ilag olarakta etkili olabilecegi yorumu yapilmustir..

Obezlerde, plazmada proinflamatuar bir durum olan, migrasyon inhibitor faktor
(MIF) konsantrasyonun ve mononiikleer hiicrelerde mRNA expresyonun artmis oldugu
bulunmustur. Bu artis viicut kitle indeksi, serbest yag asitleri ve CRP ile iligkilidir.
Metformin tedavisi obezlerde plazma MIF konsantrasyonunu azaltmistir ve bu sonucun
ilacin potansiyel antiinflamatuar etkisine katkisi oldugunu disiindiirmiistiir. MIF
proinflamatuar bir sitokin olup, deney hayvanlarinda endotoksin uygulanmasindan
sonra plazma konsantrasyonu artar (50,51,52). MIF saliniminin artmasi igin gerekli olan
endotoksin miktart TNF-a salinimini arttirmak igin gerekli olan miktarn 10’da biridir
(53). MIF makrofajlar ve adrenokortikotropik (6n hipofiz) hiicrelerinden saliverilen ve
sekretuar hiicrelerde depo edilen tek sitokindir.

Yogun bakim hastalarinda hiperglisemi sik goriiliir ve tedavide insiilin kullanilir.
Ghazal ve arkadaslari, insiilin tedavisine metformin eklenmesiyle bu hastalarda plazma
TNF-a, IL-6 ve nitrik oksit miktarlar1 anlamli bir sekilde diigiirdiigiinii bulmustur (54).
Insiilin tek basina verildiginde de bu inflamasyon parametrelerinde diisme olmustur.
Ancak bu diisiis metformin eklenmesiyle daha belirgin bir hale gelmistir (54). Bu
calismada kullandigimiz sicanlar saglikliydi (diyabetik, obez, yada herhangi bir
inflamatuar hastalik yoktu). Oysa literatiirde kullanilan hiicreler ve hayvan
modellerinde, ya hastalar ya da obez ornekler kullanilmistir. Bu calismada saglikli
sicanlarin kullanilmis olmasi, elde ettigimiz sonuclarin diger ¢alismalarda elde edilen
sonuglardan farkli olmasini agiklayabilir. Hastalardan veya obez hayvanlardan alinan
hiicrelerin yanitlar1 farklilik gosterebilir. Ancak TNF-o degerleri tizerindeki etkisi
acisindan farkli ¢aligmalar vardir (55,56). Bazi ¢alismalarda, obez olmayan deneklerde
metformin TNF-a degerlerini ya artirmis yada bir etki gostermemistir.

Bu calismada, metformin, 100ng/ml LPS ile indiiklenen sican mononiikleer

hiicrelerinden, TNF-a salinimini, diisiik konsantrasyonda (2,5 uM) azaltmaya, yiiksek



konsantrasyonlarda (25 uM ve 250 uM) ise arttirmaya yonelik bir etki gosterdi. Ancak
bu etkiler istatistiksel olarak anlamli ¢ikmadi. Hiicreler 1pug/ml LPS ile indiiklendiginde
ise, metformin her 3 konsantrasyonda da TNF-a salinimini artirdi. Bu artis 2,5 uM ve
250 uM konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bulundu. IL-6 ise bu
calismada ol¢iilebilir degerlere ulasmadi. Sonug olarak bulgularimiz literatiir bilgilerini
dekteklememektedir. Farkin sebebi tiir farkliliklari, deney kosullari farkliliklari ve

kullanilan metformin konsantrasyonlarin farkli olmasi ile agiklanabilir.
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